











































































HDC抗体を作製した [23]0 この抗 HDC抗体を用いてラット好塩基球細胞株の HDCの
翻訳後プロセシングおよび二つの分子種の細胞内局在性に関し検討を行った。その結果
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験の結果、 Fig.1Bに見られるように、 74kDaから 53kDaへの変換はチェイス 5分です
でに検出された。また 74kDa分子種の半減期は 30分以内と推定され、代謝回転の速い
分子であるのに比して、 53kDa分子種は比較的安定であった。






調べたところ、 74kDa分子種が一部漏出するのに対して 53ゆ a分子種はすべて細胞成
分側に残存した (Fig.2)。
(3) HDCの細胞内分布
HDCの細胞内分布について、 RBL-2H3細胞を [35S]メチオニンで30分 (Fig.3A)ある
いは90分 (Fig.3B)間標識し、細胞破砕後、 Percoll密度勾配遠心分画法を用いて細胞成
分を分画し、各画分の HDC分子種を免疫沈降法により解析した。Fig.3Aにみられるよ







ず、特異的な抗 HDC抗体を作製し、それを用いてラ ット好塩基球細胞株 (RBL-2H3細
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Fig. 1 Distinct distribution of the 74 kDa and 53 kDa forms of HDC. 
(A) RBL-2H3 cels (1 x 107 cels/lane) labeled with eSS]methionine for 30 rnin were仕actionated
as described under 'Experimental Procedures' and immunoprecipitated with anti-GST-fusion HDC 
antiserum. Lane 1， 100，000 x g supematant (SI); lane 2， high salt-extracted 100，000 x g 
precipitate (S2); lane 3， 100，000 x g precipitate (Pl); lane 4， high salt-extracted 1，000 x g 
supematant (S3); lane 5， 1，000 x g precipitate (P2). (B) Cells were pulsed for 10 min with 
eSS]methionine and then chased for the time periods indicated before the lysis in RIP A buffer. The 
lysate of the cells was imrnunoprecipitated with anti -GST -fusion HDC antiserum as described 
under 'Experimental Procedures'. The immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE. The 74 
kDa and 53 kDa HDC are indicated by arrows. 
HDC acti vity LDH activity 
None SLO None SLO 
pmol/mirν107 cells J.1mol/min/l07 cells 
Total 64. 3:t0. 376 61.5:t1.08 1.25:t0.0808 1.50:t0.0917 
Leakage 4.29:t0.l05 25.1:t1.39 0.111:t0.00666 1.31:t0.0520 
Percentage of tota1 6.67:t0.149 % 40.8:t1.56 0/0 8.88:t0.382 % 87.3:t2.51 0/0 
Table 1 Leakage of enzymatic activity of HDC on Streptolysin-O treatment 
Cells were treated with 1，000 U/ml SLO (preactivated by incubation for 15 min on ice with 10 
mM dithiothreitol) in PBS at 40C for 10 min. After this SLO-binding step， the cells were rinsed in 
PBS twice and then incubated at 37
0C for 3 min to effect the permeabilization. The leaked fraction 
was assayed for HDC and LDH activity as described under 'Experimental Procedures'. Values 
represent means of S.E. of出reesamples. 
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される仕action7および8に検出され、 53kDa分子種はミクロソームのマーカーである
NADPH-cytochrome c reductase 活性、 proteindisulfide isomerase (PDI)、ゴルジのマーカー
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Fig. 2 Leakage of the 74 kDa form of HDC 00 selective permeabilization of 
plasma membrane with streptolysin-O treatment. 
Cells (1 x 107 cells/lane) were pulsed for 30 min with eSS]methionine and treated with (lanes 3 
and 4) or without (lanes 1 and 2) streptolysin-O (1，000 U/ml) as described under 'Experimental 
Procedures'. The leaked fraction (lane 1加 d3) and the cells which were washed once出neafter the 
treatment (lane 2 and 4) were then immunoprecipitated with anti-GST-fusion HDC antiserum 
respectively. The 74 kDa and 53 kDa HDC are indicated by arrows. 
( 4 )蛍光抗体法による HDCの細胞内局在性の解析
これまでに得られた HDCの細胞内局在性に関する解析を蛍光抗体法を用いて確認し
た。小胞体のマーカーとして PDIとNADPH-cytochromeP-450 reductase (FP2)を用いた。
FP2はサイトゾル側にその大部分を露出させる膜貫通型の小胞体タンパクであるのに対
して、 PDIは小胞体内腔側に存在することが知られている。Fig.4のLaneIは細胞を固




Fig. 3 Subcellular distribution of the 74 kDa and 53 kDa forms of HDC 
lntracellular localization of HDC was deterrnined by Percoll density gradient fractionation and 
immunoprecipitation with anti-GST-fusion HDC antiserum as described under 'Experimental 
Procedures'. Cells (5 x 10
7 cells) were pulsed with [35S]methionine for 30 min (A) and for 90 min 
(B)加 d仕actionatedbefore immunoprecipitation. The 74 kDa and 53 kDa forms of HDC are 
indicated by aπows. (C) The HDC activities (open circle) and histamine content (closed circle) of 
each仕action(collected by 16仕actions)were measured. s-hexosaminidase (open出釦gle)as a 
granule marker was measured in each fraction. (D) The distribution of marker proteins was 
investigated. on each fraction， LDH and N ADPH -cytochrome c reductase activities were measured. 
The amount of PDl and mannosidase I (Man I) were evaluated respectively by immunoblot 
analysis using their specific antibodies and deterrnined densitometrically. 
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Fig. 4 Immunofluorescence study of HDC 
An immunofluorescence study was carried out with anti-GST-fusion HDC antiserum (l :500) (A)， 
anti-FP2 antiserum (l :500) (B)， and anti-PDI antibody (l :500)， and stained with second antibody， 
anti-rabbit IgG antibody co吋ugatedwith FITC (l :200， anti-GST -fusion HDC and anti-FP2 
antiserum) and anti-mouse IgG antibody conjugated with rhodamine (1: 150， anti-PDI antibody). 
Cells were treated with (I釦 dII) or without (1) streptolysin-O (1，500 U/ml). After fixation with 
100 mM sodium phosphate， pH 7.4 containing 2 % paraformaldehyde， 0.1 % glutalaldehyde and 3 
% sucrose， cells were peロneabilizedwith (1 and II) or without (I) 0.1 % of Triton X -100. 
Thereafter cells were stained. 
8 9 
Fig. 5 Confocal microscopic observation of co-existence of HDC and PDI in the 
ER 
Cells were double-stained with anti-GST-fusion HDC antIserum (A) and with anti-PDI antibody 
(B) as described in the legend to Fig. 4. The fluorescent images were observed with a confocal 
Illicroscope. 
A B 画分に対して trypsin消化を行っ たところ、 74kDa分f種はどち らの画分においても完
全に分解される(lane2、4)のに対して、 53kDa分f袖は低抗性を示 した(lane4)。また










グナルが得られたo Lane Iは細胞を strepto1 ysin-O処理して形質膜のみを透過させること
により得られたシグナルを示し、ここでは FP2のみでシグナルが得られ、 HDC、PDIで
はシグナルは観察されなかった。しかし streptolysin-O処理後細胞を固定し、さらに
Triton X -100で膜構造を可溶化する (LaneII)と再び三者のシグナルが観察された。HDC
とPDIの二重染色の結果を共焦点レーザー顕微鏡で観察すると、 Fig.5に見られるよう
に広い範囲にわたってその局在が 致ーしていた。
Fig. 6 Trypsinization of permeabilized cells 
Cells labeled with [35S]methionine were washed and incubated in 10 mM PIPES， pH 6.8 
containing 0.3 M sucrose， 0.1 M KCI， 2.5 mM MgC12 and 1 mM sodium-free EDT A (CSK buffer) 
with 100μg/rnl digitonin (lane 1-4) for 10 min at room temperature or with 0.1 % Triton X-100 
(lane 5-8) for 30 min at 4 "C. Permeabilized cells washed once in CSK buffer (lane 3， 4， 7 and 8) 
and the soluble fractions (lanes 1， 2， 5 and 6) were incubated in the presence (lanes 2， 4， 6 and 8) 
and absence (lanes 1， 3， 5 and 7) of trypsin (200μg/rnl) prepared in CSK buffer for 10 min at 
room temperature. The reaction was stopped by adding 5 x RIP A buffer cont出ningthe mixture of 
protease inhibitors and then aliquots were subjected to immunoprecipitation with anti-GST -fusion 
HDC antiserum as described under 'Experimental Procedures'. 
( 5) 53ゆ a分子種の内腔側への局在
( 4 )の結果は小胞体に集積した HDCがPDIと同様に内腔側に存在することを示唆
するものである。そこで MacriとAdeliの万法 [24]に従い、 digitoninで形質膜を透過させ
た細胞に trypsin処理を行うことによ って内腔側に存伝する HDC分子種の同定を行ったo
Fig.6に見られるようにdigitonin処理により、 一部の74ゆ a分子種のみが漏出し(lane1)、
53ゆ a分子種および残りの 74kDa分子種は細胞成分側に残存する (lane3)。この二つの
??? 11 
【考察】

































53 kDa分子種は Percoll密度勾配遠心分画 (Fig.3)、digitonin処理細胞の trypsin消化
(Fig. 6)といった検討から、小胞体の内腔側に局在することが示唆された。また蛍光抗
体法による検討から、抗HDC抗体により得られるシグナルは小胞体内腔タンパクであ
るproteindisulfide isomerase (PDI) [31]のものとほぼ 」致した。これらのことから蛍光抗
体法によって得られるシグナルは主として 53ゆ a分子種に由来するものと考えられる。
また、 Percoll密度勾配遠心分画の結果においても、 53ゆ a分子種のミクロソーム画分へ
の集積が観察される (Fig.3)こともこの推論を支持するものである。HDCの精製に関す
る報告 [18]からは、本酵素は可溶性画分に存在する 53ゆ a分子種の二量体であると推
測されていたが、これらは細胞内腔側の 53ゆ a分子種が細胞破砕や遠心分画といった
操作により漏出した結果である可能性がある。今回の検討においても、細胞を破砕、遠
心分画することにより可溶性画分に 53kDa分子種が頼粒酵素である s-hexsosaminidase 
と共に一部回収されている (Fig.3)0 
また 53kDa分子種はヒスタミン頼粒を含む画分に検出された (Fig.3)が、これは 53
kDa分子種が頼粒内においてヒスタミン合成を行っていることを示唆している。ヒスタ
ミンの頼粒への蓄積に関してはまだ不明な点が多く残されている。他のアミンにおいて
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一方 53ゆ a分子種は 5分後から検出されたo 53ゆ a分子種は標識時間に応じてその量
が増加した。また 10分間標識後、非標識メチオニンを加えてチェイス実験の経時変化
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( 2) 74ゆ a分子種の分解に対するプロテアーゼ阻害剤の効果
( 1 )で観察された 74kDa分子種の急激な分解に関わるプロテアーゼを同定するた
めに、様々なプロテアーゼ阻害剤を培地中に添加しその効果を検討した (Fig.8A)。セリ
ンプロテアーゼ阻害剤である aprotinin(lane 3、4)、leupeptin(lane 5、6)、benzamidine(lane 
Fig. 7 Time-dependent formation of the 74 kDa and 53 kDa forms of HDC 
RBL-2H3 cells (l x 107 cellsflane) were pulsed with esS] methionine for the time periods 
indicated (A)， and chased (pulse for 10 min) for the times indicated in the presence of an excess 
amount of cold methionine (B) before lysis in RIPA buffer and immunoprecipitation with 
anti-GST -fusion HDC antiserum. The immunoprecipitates were analyzed by SDS-PAGE and with 
aF吋ixBAS 2000 Bio-imaging Analyzer. The 74 kDa HDC and 53 kDa HDC are indicated by the 
7、8)、PMSF(lane 9、10)、システインプロテアーゼ阻害剤である E-64(lane 1、12)、酸
性プロテアーゼである pepstatinA (lane 13、14)をそれぞれ培地に前処理し、 ( 1 )と同
様に 10分間パルス標識し 90分間チェイスを行ったところいずれも 74ゆ a分子種の分
解を阻害しなかった。次にプロテアソーム阻害剤として知られる ZL3H(lane 3 '¥ 4)、
lactacystin (lane 5、6)、ALLN(lane 7、8)、ZL2H(lane 9、10)を前処理した場合 (Fig.8B)に
は、分解の抑制が見られた。 ZL3HおよびZL2Hはプロテアソームおよびカルパインを
阻害することが知られているが、同濃度では ZL3Hの方がフ。ロテアソーム選択的である











74 kDa分子種の分解の ATP依存性( 4 )
74kDa分子種の分解のエネルギー依存性についてインビトロの系を用いて検討した。
9 10111213 14 7 8 5 6 4 3 2 A 
L清i両分と沈殿両分に分離し30分間標識した細胞を 10，000x g 60分間で遠心分両し、4・74k 噂削除輔副胸骨噌剛削除.，樽恥-胸胸骨
た。免疫沈降によりと清画分には 74ゆ a分f縄、沈殿l曲i分には 53ゆ a分子種が主とし
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RBL-2H3細胞におけるプロテアソーム活性( 5 ) 
本細胞中のプロテアソーム活性を特異的基質である z-leu-Ieu-leu-MCAを用いて測定し


























Fig. 8 Effect of protease inhibitors on the degradation of 74 kDa HDC 
RBL-2H3 cells (1 x 107 cells) were incubated with or without various protease inhibitors for 3 h， 
and pulsed with [35S] methionine for 10 min (lane 1，3，5，7，9， 1 and 13) followed by a chase for 
90 min (lane 2， 4， 6， 8，10， 12 and 14). The immunoprecipitated HDCs were釦 alyzedby 
SDS-PAGE and a Fujix BAS 2000 Bio-imaging Analyzer. Colurnn A shows the effects of various 
protease inhibitors; Lane 1釦 d2， no treatment; 3 and 4， aprotinin (5μg/ml); 5 and 6， leupeptin (5 
μglml); 7 and 8， benzamidine (10μM); 9 and 10， PMSF (2μM); 11 and 12， E-64 (5μglml); 13 
and 14， pepstatin A ( 1μg/ml). Colurnn B shows the effects of proteasome inhibitors; Lane 1 and 2， 
no treatment; 3 and 4， ZL3H (20μM， pretrea記dfor 30 min); 5 and 6， lactacystin (10μM， 
pretreated for 3 hr); 7 and 8， ALLN (100μM， pretreated for 30 min); 9 and 10， ZL2H (20μM， 
pretreated for 30 min). Colurnns C shows the effects of ZL3H and ZL2H by pulse-chase study. 
Cells (1 x 107 cells/lane) were pulsed for 10 min and chased for the time periods indicated. Thirty 
minutes before pulse labeling， 20μM ZL3H and 20μM ZL2H and dimethylsulfonyloxide (solvent 
alone) were added to the culture medium. Immunoprecipitated HDCs were analyzed. 
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Fig. 9 Ubiquitination of 74 kDa HDC 
RBL-2H3 cells (5 x 10
7 cells) were pretreated with (+) or without (ー)20μM ZL3H for 30 min， 
and pulse labeled with esS] methionine for 30 min and immunoprecipitated with anti-GST -fusion 
HDC antiserum. Immunoprecipitates were subjected to SDS-PAGE (7 % slab gel)， and sep紅ated
proteins were transferred to PVDF membrane， and immunoblotted with anti-ubiquitin antibody 
(1: 1000) as described in "Experimen凶 procedures".(A) Immunoblot analysis with anti-ubiquitin 
antibody. 'IgG' indicates antibody used in immunoprecipitation (anti-GST -fusion HDC antiserum). 
(B) Autoradiography of the same blot as in (A). The blot was analyzed using a F吋ixBAS 2000 
Bio-Imaging Analyzer. The a汀owsindicate the 74 kDa and 53 kDa forms of HDC. The st紅
indicates a non-specific band. 'poly-Ub' indicates poly-ubiquitinated 74 kDa HDC. 
A B 
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Fig. 10 ATP dependency of the degradation of 74 kDa HDC in vitro 
RBL-2H3 cells (l x 107 cells/lane) labeled with esS] methionine for 30 min were homogenized 
and合actionatedby centrifugation as described in 'Experimental procedures'. (A) Radioactive 74 
kDa and 53 kDa HDC in the 10，000 x g supematant (lane 1)加 dprecipitate fraction (lane 2) after 
immunoprecipitation with anti-GST-fusion HDC antiserum. (B) Changes in radioactive 74 kDa 
HDC in aliquots of the 10，000 x g supematant which were incubated for 10 min at 37
0C with (lane 
4 and 5) or without (lane 2 and 3) 20μM ZL3H. The supematant was incubated in the (-) ATP 
buffer (the lysis buffer containing 2 mM ATPyS) (lane 2 and 4) and in the (+) ATP buffer (the lysis 
buffer containing 2 mM ATP， 1 mM creatine phosphate and 37.5μg/ml creatine phosphokinase) 
(lane 3 and 5). Lane 1 isthe control without incubation. The arrows indicate the 74 kDa and 53 












Fig. 11 PEST region of HDC and DDC 
Amino acid sequences of HDC and DDC are represented by a one-letter code. Number indicates 
出eposition of the amino acid in HDC or DDC. The putative processing site of HDC isindicated by 



































路で分解される [41]0最近、 ODCとHDCの聞に PEST領域と呼ばれる共通した構造上
の特徴があることが指摘されている [42]0PEST領域とはリジンやアルギニンといった





三カ所存在し、 N-末側のーカ所(43-74)はODCあるいは dopadecarboxy lase (DDC)のもの





































( 1) 74ゆ a分子種の C-末領域を介した膜凶j分への移行












Fig. 12 Confocal microscopic observation of HDC and PDI 
Cells expressing the 74 kDa HDC (A) or 54 kDa HDC (B) were double-stained with anti-GST 
fusion HDC antiserum (left) and with anti-PDI antibody (right) as described in the legend to Fig. 3. 
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Fig. 13 Carboxyl-terminal sequence of HDC 
The carboxyl-terminal region of HDC isrepresented with one-Ietter codes for amino acids. The 
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Fig. 14 Immunoblot analyses of the various carboxyl-terminal deletion mutants 
expressed in COS-7 cells 
Cells transfected with the vectors indicated were fractionated into particulate (P)如 dsupematant 
(S) fractions as described under 'Experimental Procedures'. Each fraction was subjected to 
SDS-PAGE and imrnunoblot analysis with anti-GST-fusion HDC antibody. The molecular weight 











果、 74kDa分子種、 608G分子種は小胞体に局在が見られるのに対して、 588N分子種、
662V (74 kDa) 588N 
608G 578R (64 kDa) 
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Fig. 16 Translocation of GFP by the carboxyl-terminal sequence of HDC 
(A) Cells transfected with pEGEP-C 1， pEGFP-C 1/HDC486-662， or pEGFP-C 11HDC578-662 
were合actionatedinto particulate and supernatant fractions as described under 'Experimental 
Procedures'. Each fraction was subjected to SDS-PAGE and immunoblot analysis with antI-GFP 
antibody (1: 1000). The molecular weights of GFP， GFP-fusion HDC578-662 and GFP-fusion 
HDC486-662 are indicated as 27， 37， and 47 kDa with the arrows， respectively. (B) GFP and 
GFP-fusion HDC proteins were detected by their intrinsic fluorescence (left). The counter-staining 
of PDI was performed (right) as described in the legend to Fig. 3. The transfection and fixation of 
the cells was performed as described in the legend to Fig. 3. The cells expressing GFP-fusion HDC 
were indicated by white arrows. 
578R分子種は 486C分子種 (54kDa C-末欠失変異体)と同様に細胞内に広く分布し PDI
と異なる局在性を示した (Fig.15)。
(2) GFP-HDC融合タンパクの小胞体への局在
( 1 )で得られた結果をもとに HDCのC-末断片と紫外線照射により蛍光を発するこ
Fig. 15. Immunofluorescence study of HDC and its carboxyl-terminal deletion 
mutants 
An irnmunofluorescence study was performed with anti-GST-fusion HDC antibody (1:500) (le丘)
and anti-PDI antiserum (l :500) (目的t)and stained with secondary antibody， anti-rabbit IgG 
antibody conjugated with FITC (l :200) and anti-mouse IgG antibody conjugated with rhodamine 
(1: 150). Cells were transfected with the vectors indicated. After fixation with 100 mM sodium 
phosphate， pH 7.4， containing 2 % paraformaldehyde， 0.1 % glutalaldehyde and 3 % sucrose， cells 
were permeabilized with 0.1 % of Triton X -100. Thereafter cells were stained. 
28 
とから細胞内局在性の検討において用いられる greenf1uorescent protein (GFP)の融合タン
パクの組み換え体を COS細胞で発現させ、局在性を検討した。GFPはCOS細胞で発現
させるとサイトゾルに局在し、遠心分画では 100，000x g l-_清画分にも抗 GFP抗体によ
29 
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ψ ・，..・ Fig. 18 Effect of various proteinase on HDC activity in recombinant mouse mastocytoma HDC (74K-rHDC) 
After Sf9 cells infected with recombinat virus were harvested， they were washed and suspendes in 
50 mM potassium phosphate buffer (pH 6.8)， containing 0.2 mM dithiothreitol， 0.01 mM 
pyridoxal 5'-phosphate， 2 % polyethyleneglycol #300、anddisrupted by仕eezingin liquid nitrogen 
and thawing at 370C. The suspension was then centrifuged at 100，000 x g for 20 min at 4
0
C， and 
the particulate fraction was washed and resuspended in the same buffer. An aliquot of the 
particulate fraction (2.3 mg protein/ml) was incubated for 10 min at 37
0C with the indicated 
concentrations of trypsin， chymotrypsin， paapin， collagenase， porcine pancreatic elastase (PPE)， 
human leukocyte elastase (HLE). An aliquot of each reaction mixture was assayed for enzymatic 
activity. Values represent the meani:S.E. (n=6) 
the particulate 主‘曹 、
?
? ? 略 拠阪?
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Fig. 17 Post-translational targeting of HDC 
(5S]methionine-labeled 74 kDa (A) and 54 kDa (B) HDC were synthesized respectively using an 
in vitro仕組slationsystem with rabbit reticulocyte lysates. The microsomal membrane fraction 
o仏1)and supematant fraction (S) was isolated by the alkaline floatation method described under 
'Experimental Procedures'. To perfonn the co-floatation， rat microsomal membranes were added to 
the translation mixtures (lane 2， 3 and 4). Control was performed with no microsomal membranes 
(lane 1). The canine pancreatic microsomal membranes were added to the translation mixtures 
during the translation reaction (lane 3)， or after the addition of cycloheximide and incubated for 90 
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Fig. 20 Molecular masses of PPE・releasedHDC species 
The supernatant from PPE-treated 74K-rHDC or the purified mouse mastocytoma HDC was 
separately applied to a Superose 12 HR 10/30 column equilibrated with 50 mM potassium 
phosphate (pH 6.8) containing 0.2 M NaCI， 0.2 mM dithiothreitol， 0.01 mM pyridoxal 
5'-phosphate， 2 % polyethylene glycol #300. Aliquots of the fractions were assayed for the nzyme 
activity (A) or immunoblotted on SDS-PAGE (B) to determine the size of the size of the HDC 
peptide. The molecular mass markers were catalase (210 kDa)， lactate dehydrogenase (140 kDa) ， 
malate dehydrogenase (67 kDa)， and α-chymotrypsinogen (24 kDa). 53K-rHDC was indicated by 
the arrow head. 
目怠融制H
Fig. 19 Conversion 
by PPE 
The PPE-treated particulate fraction prepared by the procedure described in the legend of Fig. 17 
was centrifuged at 100，000 x g for 20 min. Aliquots of the obtained supernatant and particulate 
from PPE-treated 74K-rHDC species were immunoblotted using affinity-purified 
anti-HDC antibody (1: 1000)， with (right) or without (left) GST -fusion HDC (5μg/ml). Lanes 1 
and 6;出esupernatant without PPE， Lanes 2 and 7; the precipitate without PPE， Lanes 3 and 8; the 
supematant with PPE， Lanes 4 and 9; the precipitate with PPE， Lanes 5 and 10; purified mouse 
mastocytoma HDC (15 ng). 74K-rHDC and 53K-rHDC were indicated by the white and black 
訂rowheads， respectively. 













-末側にシグナル配列が存在する場合で、これは signalrecognition particle (SRP)およびそ
の受容体(SRPR)を介して移行する [44-46]。またこの経路では小胞体移行と翻訳は共役
しており、翻訳中のタンパクが小胞体内へ輸送される 。もう 一つは N-末にシグナル配
列が存在しないタンパクの小胞体移行で、これは SRP/SRPR非依存的であり翻訳終了後、
完全長のタンパクが遊離リボソームから解離した後に輸送される[47]0近年、後者の例
として C-末側に挿入配列 (insertionsequence)と呼ばれる疎水的な領域を有する 一群のタ

















が知られている [54，55]0 Sec62/63 complexの晴乳類における対応遺伝子は同定されてい
るがその機能は現段階では不明であり、 HDCの翻訳後targeting(Fig. 17)にどのように
関わるかは非常に興味深い点である。また酵母の系では、サイトゾルと小胞体内に存在

































Fig. 21 The regulation of histamine synthesis by the 74・and53・kDaHDC 
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第一章、第二章において明らかにされた知見から、サイトゾルのヒスタミンプールおよ






























抗 HDC抗体は、大腸菌を用いて GST融合タンパクとして HDCのN-末210アミノ酸
残基相当を調製し、ウサギ(日本白色種)に免疫して調製した [23]。実験には硫安沈殿
後、透析を行ったものを用いた。
標識した細胞を PBSで二回洗浄し、沈殿を l凶の RIPAbuffer (30 mM HEPES-NaOH， 
pH 7.3， 150 mMNaCl， 1 % Triton X-100， 1 % deoxycholate， 0.1 % SDS， protease inhibitor mix 
[0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride， 0.1 mM benzamidine， 0.01 mg/mlleupeptin， 0.01 mg/ml 
aprotinin， 0.01 mg加1E-64， 0.001 mg/ml pepstatin A])に懸濁し氷上で 1時間静置した。その
後 10，000x gで 10分間 4ocで遠心し、上清に 0.05mlの ProtenA-Sepharose CL-4B (1: 1 
sluπy)を加えた。4ocで 1時間混和し、 8，000x g 5分間遠心を行った。その上清に抗
HDC抗体を加え (1:200)1時間 4
0Cで静置し、さらにProteinA-Sepharose CL-4B (1: 1 
40 
slurry)を0.05ml加え 1時間 4tで混和した。これを 8，000x g 5分間 4tで遠心し、免
疫沈降物を分離した。沈降物は 5回 RIPAbufferで洗浄し、沈殿に等量の 2x SDS 
sample buffer (125 mM Tris-HCl， pH 6.8， 4 % SDS， 10 % 2-mercaptoethanol， 20 % glycerol， 0.1 
% bromophenol blue)を加え 15分間煮沸した。これをさらに 8，000x g 5分間遠心し、そ




7 cells)を回収後、 homogenize(H 1) buffer (10 mM 
HEPES-NaOH， pH 7.3， 1.5 mM MgC12， 10 mM KCI， 0.5 mM dithiothreitol， 1 mM EDTA， 1 mM 
EGT A， protease inhibitor mix)で、懸濁、破砕した。破砕液は 1，000x g 10分間、 100，000x g 
1時間で順次遠心分画し、それぞれの沈殿画分は high-saltbuffer (20 mM HEPES-NaOH， 
pH 7.3， 25 % glycerol， 0.5 M NaCl， 1.5 mM MgC12， 1 mM EDTA， 1 mM EGTA， protease 
inhibitor mix)で懸濁し、再度遠心したものを salt-extracted仕actionとした。
( 5) Streptolysin-O処理
S甘eptolysin-O(SLO)は氷上 15分間 10mM dithiothreitolを含む PBS中で静置し活性化し
た。細胞懸濁液に対して 1，000units/mlの濃度で添加し、 4
0C、10分間結合反応を行った。




隠し2H3細胞の Percoll密度勾配遠心分画は Gullbergらの方法 [61]をもとに、若干の
改変を加えた。標識した細胞 (5x 10
7 cells)を回収後、 1.5mlの homogenize(H2) buffer 
(0.34 M sucrose， 10 mM HEPES-NaOH， pH 7.3， 0.3 mM EDTA， protease inhibitor mix)に懸濁
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しDounceglass homogenizerで40ストローク破砕を行った。残存する未破砕細胞および
核は 500x g 10分間で遠心することにより除いた。1mlの飽和 sucrose上に 6mlの
Percolllayer (20 % Percoll， 15 mM HEPES-NaOH， pH 7.3， 0.25 M sucrose， protease inhibitor 
mix)を重層し、さらにその上に上清画分を重層後、 32，000x g60分間の遠心により密度
勾配遠心を形成した。各画分はペリスタポンプを用いて下層から 1mlずつ(あるいは
0.5凶)回収した 。酵素活性の測定には各画分を等量の Tritonbuffer (15 mM 
T王EPES-NaOH，pH 7.3， 0.2 % Triton X-100)で希釈し 1時間 4度で静置した。その後 K
buffer (10 mM K-P， pH 7.3， 0.01 mM pyridoxal 5'-phosphahte， 0.2 mM dithiothreitol， 2 0/0 




L-histidine濃度は 0.8mMとし、 HDCbuffer (100 mM K-P， pH 6.8， 0.01 mM pyridoxal 












SDS-PAGE (10 % slab gel)を行った後、ゲルを電気的に polyvinylidenedif1uoride膜に転
写した。転写 buffer(25 mM Tris-base， 40 mM 6-aminohexanoic acid， 0.02 % SDS， 20 % 
methanol)中で 15V定圧下、 90分間転写を行った。膜は転写後、 TBS(20 mM Tris-HCI， 
pH 7.5， 150 mM NaCl)で洗浄し、 5%スキムミルク中で40C、 15時間ブロッキング反応
を行った。さらにスキムミルク存在下一次抗体(anti-PDI，anti-mannosidase 1)と370C、 1 




液(100mM Na-P， pH 7.5， 2 % paraformaldehyde， 0.1 % glutaraldehyde， 3 % sucrose)で氷上
30分間固定後、透過液(10mM Na-P， pH 7.5， 0.5 M NaCl， 0.1 % Tween 20， 0.1 % Triton 
X-I00)で室温 10分間 3回の処理を行い、形質膜、内膜を透過させた。その後室温で 2
%ヤギ正常血清を含む TPBS(0.05 % Tween 20を含む PBS)中で 30分間静置しブロッキ
ング反応を行った。一次抗体(抗HDC抗体;1:500、抗FP2抗体;1:5∞、抗PDI抗体;
1:500) はTPBS中で反応を 40C一晩行った。さらに Highsalt TPBS (10 mM Na-P， pH 7.5， 
0.5 M N aCl， 0.1 % Tween 20)で5分間室温で洗浄し、 二次抗体 (FITC結合抗ウサギIgG;
1:200、Rhodamine結合抗マウス IgG; 1 :150) とTPBS中で室温一時間の反応を行った。
なお SLOによる選択的な形質膜破壊の実験においてはTween20-freeのbufferを用いた。
( 1 2) Digitonin処理およびtrypsin消化実験
メチオニン標識細胞の digitonin処理および trypsin消化は MacriとAdeliの方法 [24]に
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従ったo PBSで洗浄した細胞を 0.1mg加Iの digitoninを含む CSKbuffer (0.3 M Sucrose， 




















( 5) 74 kDa分子種の ATP依存的な分解
30分間標識した細胞をテフロンーガラスホモジナイザーで HEPES-buf仕e(10 mM 
HEPES-NaOH， pH 7.3， 1.5 mM MgC12， 10 mM KCl， 0.5 mM dithiothreitol， 1 mM EDTA， 1mM 
EGT A， protease inhibitor mix)中で破砕し、 1，000x g 10分間で遠心した上清画分をさらに
10，000 x g 30分間で遠心分離した。この上清画分を NAP-5colurnnを用いて脱塩し、低
分子を除いた。その後(ー)ATP buffer (HEPES -buffer plus 2 mM ATP y S)あるいは(+)ATP 
buffer (HEPES-buffer plus 2 mM ATP， 1mM creatine phosphate， 0.0375 mg/ml creatine 




山本によって構築された HDCcDNAの部分配列を含むベクター pVLHDC1，vHDC5， 
vHDC6 [22]の Ec<sI断片を pcDNA3の EccRIsiteにサブクローニングし、 74kDa、64
kDa、54ゆ a相当の HDCの発現プラスミドを作製した。さらに詳細な C-末欠失変異体













発現細胞を回収後 K-Pbuffer (lOmM K-P， pH 6.8，1.5 mM MgC12， 10 mMKCl， 0.2 mM 
dithiothreitol， 0.01 mM pyridoxal 5'-phospahte， 1 mM EDTA， 1mM EGTA， protease inhibitor 




山本によって構築された [22]HDC cDNA部分配列を含むプラスミド pBSHDC5およ
びpBSHDC7をそれぞれぬ11で直鎖上にし、 T7RNA polymeraseを用いてmRNAに相当
する配列を有する RNAを調製した。インピトロ翻訳系はウサギ網状赤血球ライセート








膜(10μ1，5mglml)を加え、終濃度 0.1M となるように Na2C03を添加し 4oC 30分間静
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置した。さらに終濃度1.69M となるよう に飽和 sucrose溶液を添加し、その上に 1.25M 
sucrose/O.l M N a2C03溶液、 0.25M sucrose/O.l M N a2C03溶液を順に重層し、 120，000x g 
1.5時間 4oCで遠心し密度勾配を作製した。上層にはミ クロソーム膜が含まれるが、 上
層、下層共に終濃度 10%のトリクロロ酢酸を加え、沈殿物をそれぞれ SDS-PAGE(10 
%)で分離し、オートラジオグラフィーにより解析した。
( 7) 74 kDa分子種のプロテアーゼによる活性化
バキュウロウイルスー昆虫細胞発現系を用いて Sf9細胞で組み換え 74kDa分子種を調
製した [22]。発現細胞を 100，000x g、 20分間遠心することによって得られる沈殿画分
を2.3mg protein/mlに調製し、各種プロテアーゼと 37oC 10分間反応させ酵素活性を測
定した。また反応後 100，000x gの遠心分画により 二つの画分に分け、それぞれ
SDS-PAGE (10 %)で分離後、抗HDC抗体によるイムノブロットを行った。
( 8 )ゲルろ過による分子量測定
ブタ勝臓エラスターゼ処理により可溶性画分として得られた試料を Superose12 HR 
10/30カラムを用いてゲルろ過し分子量を求めた。カラムは buffer(50 mM K-P， pH 6.8， 
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